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S A M E N V A T T I N G
In  d i t  p roe f sch r i fE  wo rd t  he t  onde rzoek  besch reven  naa r  een  aanÈa1  aspec -
ten van het  gebruik van l iposomen als carr ier  voor enzymen. L iposomen zí1n ar-
t i f i c í ë1e  bo l l e t j es  bes taande  u i t  één  o f  mee r  concen t r i s che  b imo lecu la i r e
( fosfo) l ip idenmembranen welke wateríge compart imenten begrenzen. Daar in kunnen
wa te rop losba re  s to f f en  zoa l s  enz lmen  wo rden  i nges loÈen  we l ke  op  deze  w i j ze  van
de  omgev ing  wo rden  ge ï so lee rd .
De  I aa t s te  j a ren  hebben  een  Loenemende  be langs te l l i ng  t e  z i en  gegeven
voor het  gebruik van l iposomen als carr ier  voor enz)men bi j  de enzymsubsEi-
t u t i e t he rap ie  van  paÈ ien ten  meÈ  een  l y sosoma le  s tape l i ngsz iek te .  "Ve rpakk ing "
van enzJrmen in l iposomen zou bi j  in t raveneuze toediening een aantal  voordelen
b i e d e n ,  n l . :
-  immunologische reakt ies worden voorkomen,
-  heÈ enz)rm wordÈ niet  geínact iveerd in de bloedbaan,
-  i n  p r i nc i pe  bes taa t  de  moge l i j khe id  de  ve rde l i ng  van  he t  i ngespo ten  enzym
ove r  de  o rganen  t e  be ïnv l oeden  doo r  va r i a t i e  van  de  g roo t t e  en  de  ( l i p i den ) -
^ ^ * ^ - ^ + ^ 1  I  i - ^è  d u s r r  è  L  c  r  r  r  r r Ë  t
-  her toegediende enzym l rordt  v ia endocyÈose opgenomen door met name lever
en  m i l t  en  komt  dus  t e rechE  i n  he t  l y sosoma le  compar t imen t  van  de  ce l l en ,
j u i s t  d a a r  w a a r  h e t  i n  g e v a l  v a n  e e n  I y s o s o m a l e  s t a p e l i n g s z i e k t e  z i j n  a c t i -
v i t e i t  r noe t  on rp l oo ien .
I n  de  l i t e ra tuu r  bes tond  ondu ide l i j khe id  ove r  de  v raag  o f  i n t r aveneus
toeged iende  l i posomen  u i t s l u i t end  wo rden  opgenomen  doo r  ce l l en  beho rend  t o t
he t .  r e t i cu l oendo the l i a l e  sys teem bv ,  de  Kup f f e r  ce l l en  i n  de  l eve r  o f  da t  ook ,
opnieuw i^rat  de lever betref t ,  de hepatocyten betrokken z i jn b i j  de opname. Van
be lang  l eek  i n  d i t  ve rband  de  d i ame te r  van  de  l i posomen ,  aangez ien  de  dee l t j es
de  O ,  l - pm  fenes t ra t i es  i n  de  s i nusendo thee l ce l l en  moe ten  kunnen  passe ren ,  a l -
vo ïens  Loegang  re  ve rk r i j gen  t o t  de  l eve rpa renchymce l l en .
Een ander probleem dat  naar onze mening meer aandacht verdiende betrof
de  s tab i l i t e i t  van  l i posomen  i n  de  b l oedbaan .  He t  was  bekend  da t  bepaa lde  e i -
wi tLen,  zoals a lbumine,  de permeabi l i te i t  van de l iposomale membraan kunnen
ve rhogen ,  D i t  zou  t o t  gevo lg  hebben  da t  i nges lo ten  ma te r i aa l  u i t  de  l i posomen
lek t  t i j dens  he t  ve rb l i j f  i n  de  b l oedc i r cu l a t i e .
Daarnaast  waren wi j  geïnteresseerd in de vraag of  we in een ín o i t to sys-
teem cel1en met een lysosomale enzymdef ic ient ie zouden kunnen "behandelentr  door
ze Èe incuberen met l iposomen l raar in het  def ic iente enzlr t r ' .  is  ingesloten.  Voor
di t  doel  hebben we gebruik gernaakt  van gekrnreekÈe f ibroblasten afkomst ig van een
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rven naar een aanÈal  aspec-
Inzymen, L iposomen zi - jn ar-
rÈ r i s che  b imo  l ecu la i r e
:n begrenzen, Daar in kunnen
:en  we l ke  op  deze  w i j ze  van
:e l 1 i ng  t e  z i en  gegeven
/men  b i j  de  enzymsubs t i -
: l i n g s z i e k t e .  " V e r p a k k i n g "
ening een aantaL voordelen
ê f l r
van het  ingespoten enzym
d e  g r o o t l e  e n  d e  ( l i p i d e n ) -
.onen d,oor meÈ name lever
,mpart iment van de cel len,
s tape l i ngsz iek te  z i j n  ac t i -
de vraag of  int raveneus
doo r  ce l l en  beho rend  t oc
. l e n  i n  d e  l e v e r  o f  d a t  o o k ,
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randacht verdiende betrof
r as  bekend  da t  bepaa lde  e i -
.posomale membraan kunnen
roater iaal  u i t  de l iposomen
i of r4re in een in uitro sys-
Lden kunnen I tbehandelent t  door
I  enz )m  i s  i nges lo ten .  Voo r
' roblasten afkornst ig van een
pa t i en t j e  me t  de  Z iek te  van  Pompe  (G l ycogenos i s  Èype  I I ) ,  we l ke  gekenmerk t
wo rd t  doo r  een  de f i c i en t i e  van  he t  l y sosoma le  o - l r 4  g l ucos idase ,  $ raË  resu l -
t ee r t  i n  een  voo ra l  i n t r a l ysosomaa l . ge loca l i see rde  g l ycogeens tape l i ng .
Na een algemene in le id ing en omschr i jv ing van de verschi l lende probleem-
sÈel l ingen in Hoofdstuk I  r { rordÈ in Hoofdstuk 2 de bereid ing van l iposomen en
het ins lu i ten daar in van enzymen besproken. Reduct ie van de diameter van de
l i posomen  we rd  be re i k t  doo r  u l t r ason i ca t i e  van  de  dee l t j es .  Sche id i ng  van  1 i -
posomen naar groot te \ r rerd verkregen door n iddel  van gel  f i l t rat ie over Sepha-
rose .  De  d i ame te r  van  de  l i posomen  we rd  bepaa ld  me t  behu lp  van  e l ec t r onenm i -
c roscop ie  na  nega t i eve  con t ras te r i ng  van  de  dee l t j es .
In Hoofdstuk 3 wordÈ aandacht besteed aan de k lar ing van intraveneus toe-
ged iende  l i poso rnen  van  ve rsch i l l ende  g roo t t e  en  me t  ve r sch i l l ende  l i p i densa -
mens te l l i ng .  De  ve rdw i j n i ngcu rves  voo r  n i e t - geson i f i cee rde ,  mu l t i l ame l l a i r e  l i -
posomen  ( "hand -shake "  l i posomen ,  d i ame te r :  enke le  pm)  en  ge t r i l de  mu l t i l ame l -
l a i r e  l i posomen  (d i amece r  t  0 . 1  pm)  b l eken  een  b i f as i sch  ve r l oop  t e  hebben ,  t e r -
w i j l  voo r  un i l ame l l a i r e  dee l t j es (d i ame te r  25 -40  nm)  de  cu rve  v r i jwe l  l i nea i r
was .  De  d i ameÈer  van  de  l i posomen  b l eek  van  g ro te  i nv l oed  Èe  z i j n  op  de  ve r -
dw i j n i ngssne lhe id  u i r  he t  b l oed :  g ro te  mu l t i l ame l l a i r e  l i posomen  we rden  sne l l e r
gek laa rd  dan  de  k l e i ne  un i l a rne l l a i r e .
In Hoofdstuk 4 wordt  een ser ie exper imenten beschreven die betrekking
hebben  op  de  s tab i l i t e i t  van  l i posomen  i n  aanwez ighe id  van  b l oed  o f  p l asma-
(eiwitter). LecithineliposomeÍr vertoonden aanzienlijke lekkage van ingesloten stoffen
meÈ ve rsch i l l ende  mo lecuu lg ïoo t t e  ( suc rose ,  i nu l i ne  en  a l b tnn ine ) .  Tege l i j ke r -
t i j d  we rd  ove rd rach t  van  l i posomaa l  l ec i t h i ne  naa r  p l asma  h igh -dens i t y  l i po -
p ro te i nes  (HDL)  waa rgenomen .  Deze  i n t e rac t i e  t ussen  l i posomaa l  l i p i de  en  p l as -
ma HDL gaaE kennel i jk  gepaard met ingr i jpende structurele verander ingen van
heÈ  l i posoom,  r esu l t e rend  i n  een  ve rm inde rde  s tab i l i t e i t .
In Hoofdstuk 5 wordt  de verdel ing beschreven van opgenomen l iposomaal  le-
c i t h i ne  en  i nges lo ten  e iw i t t en  ove r  pa renchyma le  en  s i nusó ida1e  ce l l en  van  de
leve r  na  i n t r aveneuze  i n j ec t i e  i n  de  ra t .  Na  sche id i ng  van  be ide  ce l t ypes  doo r
niddel  van perfusie van de lever met col lagenase hrerd een aanzienl i jke hoeveel-
heid l iposonr,aal  lecí th ine teruggevonden in de parenchymale cel len.  Di t  was
zel fs het  geval  indien l iposomen met een diameÈer van enkele Um - dus aanzien-
l i j k  g ro te r  dan  de  0 .  l - pm  fenesÈraÈ ies  i n  de  s i nusendo thee l ce l l en  -  we rden
ingespoÈen .  I n  l i posomen  i nges loÈen  l t 25 I l a l bu rn i ne  daa ren tegen  b l eek  s l echÈs
voor een zeer ger ing percentage terug te v inden in de geísoleerde parenchymcel-
l en .  De  r2s I - ac t i v i t e i t  ( voo r  een  dee l  TCA-p rec ip i t abe l )  we rd  v r i jwe l  gehee l
in de niet-parench)rmale cel len aangetoond.
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In l iposomen ingesloten peroxidase bleek evenmin door hepacocyten te $/or-
den opgenomen, zoals hrerd aangetoond met behulp van E.M.-cyÈochemische lokal i -
sa t i e  van  de  pe rox idase  ac t i v i t e iÈ .  He t  i n  de  l eve r  ge loka l i see rde  exogene  pe r -
ox i dase  we rd  g ro tendee l s  aangeÈro f f en  i n  de  s i nuso ida le  ce1 len .  Reduc t i e  van
de diameter van de l iposomen (< 0.  t  Um) resulÈeerde niet  in een verhoging van
de hoeveelheid door de parenchymcel len opgenomen peroxidase.  De discrepanÈie
in de cel lu la i re verdel ing van l iposomaal  l ip ide en ingesloten eiwi t ten wordt
besproken tegen de achÈergrond van de hierboven vermelde inÈeract ies Èussen
l iposomaal  lec i th ine en plasma-HDL.
In l loofdstuk 6 wordÈ het  onderzoek beschreven naar de opname van glucosi-
dase-bevaÈÈende l iposomen door gekweekte f ibroblasten van een pat ient je met
de M. Pourpe.  Zoals verwacht vertoonden deze celLen nauwel i jks of  geen zure
a -1 ,4  g l ucos idase  ac t i v iÈe iÈ .  SÈape l i ng  van  g l ycogeen  we rd  voo ra l  waa rgenomen
in  de  con f l uen te  f ase  van  de  ce lg roe i .  B i j  e l ecÈ ronenm ic roscop i sch  onde rzoek
bleek dat  naast  de voor deze aandoening Eypische lysosomale sÈapel ing van gly-
cogeen ook accumulat ie van glycogeen in het  cytoplasma optrad.  Na incubat ie
van  de  ce11en  me t  g l ucos idase - l i posomen  b l eek  voo ra l  heÈ  cy top lasmaÈ ische  g l y -
cogeen Èe z i jn afgebroken. Hierui . t  werd geconcludeerd dat  de in deze exper i -
menten gebruikte l iposomen niet  door endocyÈose maar door fusie roet  de celmem-
braan geïncorporeerd Í rorden met daaropvolgende introducÈie van het  g lucosidase
in het  cyÈop1asma. Deze bevindingen worden besproken in het  l icht  van recente
gegevens ui t  de l i teratuur betref fende de re lat ie Èussen fys isch-chemische
eigenschappen van l iposomale membranen enerzi jds en opname door fusie en/of
endocy tose  ande rz i j  ds .
in een s lotbeschouwing (Hoofdstuk 7)  worden de door ons en anderen ver-
k regen  resu lÈa ten  k r i t i s ch  a fgewogen  t egen  de  moge l i j ke  k l i n i s che  t oepass ing
van l iposomen als carr ier  voor enzymen bi j  de behandel ing van een aanlal  er-
f  e1 i  j  ke  sÈo f r . r i s se l i ngsz  i ekÈen .
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